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基于 ND4 和 NDS 基因 序列 分 析 的 鳅 超 科 鱼 类 系统 发 育 天 系 


情怀， 张 家 波 '!， 唐 琼 英 ?， 刘 焕 章 ? 


(1. 华中 农业 大 学 ， 湖 北 武汉 430070; 2. 中 国 科 学 院 水 生生 物 研究 所 ， 湖 北 武汉 430072) 
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摘要 : ND4 和 ND5 是 线粒体 基因 组 中 编码 NADH 脱氧 酶 亚 基 4 和 亚 基 5 的 两 个 蛋白 质 编码 基因 。 该 研究 以 
鳅 超 科 鱼 类 为 研究 对 象 ， 新 测定 了 10 个 物种 的 ND4 和 ND5 基因 全 序列 以 及 中 间 的 3 个 tRNA 基因 
序列 ,结合 从 GenBank 下 载 的 15 个 物种 的 15 条 序列 进行 序列 比较 和 系统 发 育 关系 分 析 。 结 果 显 示 : 
ND4 基因 全 长 1380 一 1387 bp, 以 ATG 为 起 始 密码 子 , 终止 密码 子 为 不 完全 终止 信号 ; ND5 基因 全 1 
bp， 同 样 起 始 密码 子 为 ATG， 终 止 密码 子 为 TAA 或 TAG; ND4 和 ND5 基因 之 间 插 入 了 3 个 tRNA 基因 ， 分 别 
编码 携带 组 氨 酸 、 丝 氨 酸 、 亮 氮 酸 的 tRNA。ND4 和 ND5 基因 (包含 3 个 tRNA 基因 ) 中 A、T、G、C 的 平均 
含量 分 别 为 30.4%、27.3%、14.2%、28.1%，A+T (57.7%) 的 含量 高 于 G+C (42.3%) 的 含量 。 转 换 与 颠 换 比 (Ti/Tv) 
平均 值 为 1.586。 选取 斑 马 鱼 和 鲤鱼 作为 外 类 群 , 采用 最 大 简约 法 (MP)、 最 大 似 然 法 MI 和 贝 叶 斯 推断 法 (BD 
进行 系统 发 育 树 的 重建 。 三 种 方法 的 系统 发 育 分 析 结 果 都 显示 : 花 鳅 亚 科 、 条 鳅 亚 科 、 沙 鳅 亚 科 、 平 鳍 鳅 科 及 
Vaillantellidae 分 别 构成 单 系 ， 它 们 的 系统 发 育 关 系 为 : (Vaillantellidae+( 沙 鳅 亚 科 + ie (条 鳅 亚 科 + 平 
鱼鳞 科 )。 这 与 线粒体 全 基因 组 和 某 些 核 基 因 (如 RAG1 基因 ) 的 研究 结果 类 似 ， 且 支持 率 较 高 ， 表 明 ND4 和 
ND5 基因 用 于 鳅 超 科 鱼 类 的 系统 发 育 分 析 是 可 行 的 ; 但 是 该 究 的 结果 有 别 于 其 他 线粒体 基因 的 分 析 结 果 ， 如 基 
于 cyt b 和 D-loop 基因 进行 的 系统 发 育 分 析 表 明 ， 条 鳅 亚 科 和 花 鳅 亚 科 聚 为 姐妹 群 ， 再 和 平 鱼 鳅 科 聚 在 一 起 。 这 
种 差异 可 能 是 由 于 使 用 的 基因 长 度 差异 造成 的 ， 长 度 越 长 ， 信 息 量 越 大 ， 所 反映 的 系统 发 育 结 果 可 能 更 加 接近 真 
实情 况 。 


关键 词 ， 鳅 超 科 ; ND4/ND5 基因 ; 序列 分 析 :， 系统 发 育 
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Phylogenetic Relationships Among Cobitoidea Based on 
Mitochondrial ND4 and NDS Gene Sequences 


LIU Si-Qing™””, ZHANG Jia-Bo', TANG Qiong-Ying’, LIU Huan-Zhang” 


(1. Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China; 2. Institute of Hydrobiology, the Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China) 


Abstract: In the present study, we cloned and sequenced 10 new ND4 and NDS gene sequences of Cobitoidea. 
These sequences were used to reconstruct phylogenetic relationships together with those of 15 other species downloaded 
from GenBank. The results showed that the length of ND4 gene sequence was 1380-1387 bp with ATG as starting codon 
and incomplete termination signal as terminated codon; the length of NDS gene sequence was 1821-1839 bp with ATG 
as starting codon and TAA or TAG as terminated codon; three tRNA genes coding tRNAs that carry hisidine, serine and 
leucine respectively, were inserted between ND4 and NDS genes. A, T, C and G accounted for 30.4%, 27.3%, 14.2% and 
28.1% in ND4/NDS gene (including intervening three tRNA genes). The content of A+T (57.7%) ls higher than that of 
G+C (42.3%). The estimated Ti/Tv ratio was 1.586. With Danio rerio and Cyprinus carpio as outgroups, the phylogenetic 
relationships of Cobitoidea were analyzed using maximum parsimony (MP) method, maximum likelihood (ML) method 
and Bayesian analyses (BD. Results of all the three methods indicated that Cobitinae, Nemacheilinae, Botiinae, 
Balitoridae and Vaillantellidae were all monophyletic respectively, and their interrelationships were: (Vaillantellidae + 
(Botiinae + (Cobitinae + (Nemacheilinae + Balitoridae)))), which was consistent with the previous studies based on the 
whole mitogenome and some nuclear genes sequences (eg. RAGI1 gene). However, the present results differ from those 
based upon other mtDNA genes sequences (e.g. the cyt b and D-loop showed that Nemacheilinae grouped with Cobitinae 
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forming sister-group, then they clustered with Balitoridae). The difference could be due to the phylogenetic information 


catried by different length sequence: Longer sequences carry more information and result in more reliable phylogenetic 


trees. 


Key words: Cobitoidea; ND4/NDS gene; Sequence analysis; Phylogeny 














鲤 形 目 是 世界 上 最 大 的 淡水 鱼 类 类 群 ， 约 有 
3268 种 (Nelson，2006)， 在 经 济 发 展 和 科学 研究 
中 占有 很 重要 的 地 位 。 传 统 的 鲤 形 目 鱼 类 研究 多 以 
形态 特征 为 基础 ， 其 分 类 及 系统 发 育 关系 还 存在 较 
多 争议 ， 为 此 ， 美 国 自然 科学 基金 资助 了 “ 鲁 形 目 










































































可 靠 的 系统 发 育 树 (Hofreiter, 2008)。 线粒体 ND4、 
ND5 基因 及 两 个 基因 间 的 3 个 起 NA 基因 的 联合 序 
列 ( 以 ND4+5 来 表示 ) 与 应 用 广泛 的 cytb 基因 相 
比 ， 具 有 更 多 的 核 苷 酸 位 点 ， 信 息 量 相对 大 很 多 。 

本 研究 以 鳅 超 科 鱼 类 为 研究 对 象 ， 对 其 ND4+5 基 
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生命 树 (Cypriniformes Tree of Life, CToL) ”的 国际 












































办 序列 的 变异 情况 进行 分 析 ， 重 建 鳅 超 科 鱼 类 的 分 























合作 项 目 ， 希望 联合 世界 各 国 的 鱼 类 学 研究 者 通过 
综合 鱼 类 化 石 、 形 态 特征 及 分 子 等 各 个 方面 的 数据 
资料 对 鲤 形 目 鱼 类 的 系统 发 育 问题 进行 全 面 的 
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鳅 超 科 (Cobitoidea) 是 鲤 形 目 中 较为 重要 的 一 
个 类 群 ， 其 物种 数 约 占 整 个 鲤 形 目的 26% (Nelson， 
2006 )。 关 于 鳅 超 科 的 分 类 ，Sawada (1982) 根据 
48 个 种 及 亚 种 的 52 个 骨骼 及 外 部 性 状 特征 ， 把 鳅 
超 科 分 为 鳅 科 (Cobtidae) 和 平 鱼 鳅 科 (Balitoridae ) 
两 个 科 ， 其 中 鳅 科 包 括 沙 鳅 亚 科 (Botiinae)、 花 鳅 
亚 科 (Cobitinae )， 平 鱼 鳅 科 包 括 条 鳅 亚 科 
(Nemacheilinae ) 和 平 鱼 鳅 亚 科 (Balitorinae )。 而 
国内 学 者 则 大 多 数 将 条 鳅 亚 科 归 为 鳅 科 (Chen & 
Zhu，1984; Zhu，1995; 各 地 方 鱼 类 志 等 )。 目 前 
国际 上 广 为 接受 的 是 Sawada (1982) 的 观点 
(Nelson，2006; Saitoh et al，2006)。 近 年 来 ， 一 
些 学 者 基于 形态 和 分 子 特征 对 鳅 超 科 鱼 类 的 系统 
发 育 关系 进行 了 探讨 ， 发 现 新 的 结果 不 同 于 以 往 的 
任何 研究 (Nalbant & Bianco，1998; Saitoh et al， 
2006; Tang et al，2006; Slechtov& et al，2007)， 沙 
鳅 亚 科 是 上 述 4 个 类 群 中 最 原始 的 类 群 ， 其 他 3 个 
类 群 的 关系 不 明朗 。 因 此 ， 鳅 超 科 鱼 类 的 系统 发 育 
关系 还 有 待 于 进一步 的 分 析 。 

ND4 和 ND5 是 线粒体 基因 组 中 编码 NADH 脱 
氢 酶 亚 基 4 和 亚 基 5 的 两 个 蛋白 质 编码 基因 。 有 下 
究 显 示 ， 与 其 他 线粒体 基因 相 比 , ND4、ND5 基因 
进化 速率 适中 ， 在 重建 亲缘 关系 较 远 类 群 间 的 系统 
发 育 关 系 时 ， 能 构建 出 更 加 可 靠 的 系统 发 育 树 
(Zardoya & Meyer，1996)。 目 前 ， 将 这 两 个 基因 
关 合 运用 于 系统 发 育 关 系 研究 的 报道 还 很 少 。 就 同 
一 研究 类 群 而 言 ， 与 短片 段 序列 数据 集 相 比 ， 长 片 
段 序列 数据 集 具 有 更 多 的 数据 信息 ， 能 够 构建 出 更 




























































































































































































































































































子 系统 树 ， 探 讨 ND4+5 基因 序列 中 包含 的 系统 发 
育 信息 ， 同 时 讨论 鳅 超 科 的 系统 发 育 问题 。 


1 材料 与 方法 


1.1 研究 用 标本 

本 研究 以 斑马 鱼 C(Danio rerio) 和 鲤鱼 (Cyprinz 
carpio) 作 外 类 群 ， 选 择 了 鳅 超 科 鱼 类 五 个 类 群 共 
23 种 25 个 个 体 进行 序列 分 析 ， 构 建 鳅 超 科 鱼 类 的 
分 子 系统 树 。 其 中 鳅 超 科 10 个 物种 的 ND4+5 基因 
为 新 测序 列 ， 其 他 15 种 鳅 超 科 鱼 类 及 外 类 群 的 同 
源 序列 从 GenBank 下 载 获 得 。DNA 测序 分 析 采 用 
的 样品 均 为 95% 的 酒精 固定 标本 ,主要 从 国内 各 水 
系 收集 获得 ， 标 本 保存 于 中 国 科 学 院 水 生生 物 研 究 
所 淡水 鱼 类 博物 馆 。 具 体 种 类 及 其 他 详细 信息 见 表 
Ls 
1.2 基因 组 DNA 的 提取 

在 本 研究 中 ， 采 用 了 两 种 提取 DNA 的 方法 ， 
一 种 为 常规 的 酚 - 氧 仿 抽 提 法 ;， 另 一 种 为 高 盐 抽 提 
法 。 方 法 如 下 ; 
酚 - 氧 仿 抽 提 法 ， 取 鱼 背 部 肌肉 适量 于 1.5 mL 
的 Eppendorf 管 中 ， 用 蒸 饮水 、TE 〈10 mmol/L 
Tris.HCl，1 mmol/L EDTA，pH8.0) 绥 冲 液 浸 泡 ， 
直到 组 织 中 无 酒精 味 。 然 后 加 入 620 pL 的 STE (0.1 
mol/L NaCl, 10 mmol/L Tris-HC1，1 mmol/L EDTA， 
pH8.0) 细胞 裂解 液 ，70 pL 10% 的 SDS，10 眶 和 蛋 
白 酶 K (10 pg/nL), 置 于 SSC 的 恒温 箱 中 消化 至 透 
明 。 加 入 等 体积 的 平衡 酚 抽 提 两 次 (pH 值 )， 再 加 
入 等 体积 的 氯仿 - 异 戊 醇 〈24 : 1) 抽 提 ， 至 无 蛋白 
质 。 加 入 上 清 液 两 倍 体积 的 无 水 乙醇 沉淀 2h 以 上 ， 
离心 后 再 用 75% 的 乙醇 洗涤 沉淀 ， 再 离心 去 乙醇 干 
燥 后 加 入 30 一 50 pL 的 灭 菌 双 蒸 水 或 TE 缓冲 液 溶 
解 ， 并 存 于 -205C 的 冰箱 中 备用 。 
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刘 思 情 等 : 




















高 盐 抽 提 法 ， 取 鱼 背 部 肌肉 适量 于 2 mL 的 


As 


Eppendorf 管 

















中 ,前 碎 烘 干 ,加 入 500 nL HOM Buffer 
和 10~1s pL 和 蛋白酶 K， 和 置 于 55'C 的 恒温 箱 ! 
至 透明 。 加 入 500 pL NaCl 























消化 
(4.5 molL)，300 氧 














仿 离心 。 加 入 600 pL 异 丙 醇 沉淀 , 于 -20C 保 存 1h 

















以 上 ， 离心 后 























灭 菌 双 蒸 水 溶解 ， 
1.3 PCR 扩 增 





ND4+5 基 医 
mtDNA 上 ，ND4 基因 左 侧 是 ND4L 基因 ，ND5 基 


了 70% 乙醇 尝 涤 , 干燥 后 加 入 50 pL 


存 于 -20C 的 冰箱 中 备用 。 




















tRNA 基因 。 基 











因 右 侧 是 ND6 基因 , ND4 和 NDS5 基因 之 间 是 3 个 











字 列 全 长 3387 一 3 443 bp 。 在 


















































于 此 结构 ， 分 别 在 ND4L、ND6 基 
因 的 侧 咽 区 及 ND4、ND5 基因 内 部 设计 引物 。 引物 



































序列 参考 Miya et al (2006)， 并 稍 作 改 动 。 用 于 扩 
表 1 研究 中 所 用 标本 及 来 源 


Tab.1 Specimens and their localities in the present study 











基于 ND4 和 ND5 基因 序列 分 析 的 鳅 超 科 鱼 类 系统 发 育 关系 





增 的 引物 共 5 对 : 
L11427dA+H12632dB ; 


223 


L13058d+H13721d; L13559d+H14710d (图 1)。 
PCR 反应 的 总 体积 为 60 pgL， 反 应 体系 包括 : 
10xBuffer 6 kL, dNTPs 1.2 hnL (每 个 碱 基 浓度 为 2.5 
mmol/L), 引物 各 1.5 nL(10 umol/L), Taq 酶 3.0U。 
PCR 反应 条 件 为 : 95'C 预 变性 3 min， 然 后 循环 包 
括 : 94C 变 性 30 s, 52'C 退 火 30 s, 72C 延 伸 1 min， 























共 35 个 循环 ， 最 后 再 72"C 延 人 
1.4 PCR 产物 的 纯化 和 测序 














PCR 产物 用 1.0% 的 琼脂 糖 








或 直接 过 柱 回 收 。 回 收 产物 送 测 
1.5 数据 分 析 



































$ main 。 





BE 泳 检测 ， 并 在 
外 投射 仪 上 观察 。 PCR 产物 用 试剂 盒 进行 割 胶 巴 
序 公 司 测序 。 
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LArgdl+H11618d ; 
L12328d+H13393d 
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分 类 地 位 物种 名 及 单 倍 型 加 GenBank 序列 号 
采集 地 Locality 
Taxon Species and haplotype Accession Nos. 
平头 平 鳅 Oreonectes platycephalus 广西 桂林 Guilin, Guangxi GQ281578 
条 鳅 亚 科 Lefua echigonia AB054126" 
菇 纹 南 全 i j| 亚 昌 Xi le 
Neracherlnae 横 纹 南 鳅 Schistura fasciolata 四 川西 昌 Xichang, Sichuan GQ281577 
Barbatula toni NC 008670 
Schistura balteata NC 008679” 
中 华 花 鳅 1 Cobitis sinensis 1 AY526868” 
中 华 花 鳅 2 Cobitis sinensis 2 广州 中 山 Zhongshan, Guangzhou GQ281579 
Cobitis striata AB054125” 
第 县 亚 科 Cobitis choii EU656112° 
Cobitinae 泥鳅 Misgurnus anguillicaudatus NC 011209” 
Misgurnus nikolskyi NC 008678” 
马 头 鳅 Acantopsis choirorhynchos NC 008669” 
鳅 超 科 Pangio anguillaris NC 008675” 
Cobitoidea 皇冠 沙 鳅 1 Chromobotia macracantha 1 NC _008671” 
. 皇冠 沙 鳅 2Chromobotia macracantha 2 武汉 江 滩 花鸟 市 场 Market in Wuhan GQ281573 
人 不 
沙 鳅 亚 科 壮 体 沙 鳅 Sinibotia robusta 广西 柳州 Liuzhou, Guangxi GQ281574 
Botiinae 中 华沙 鳅 Sinibotia superciliaris 重庆 木 洞 Mudong, Chongqing GQ281575 
Leptobotia mantschurica NC _008677” 
紫 薄 鳅 Leptobotia taeniops 武汉 金 口 Jinkou Wuhan GQ281576 
腹 吸 鳅 亚 科 台湾 继 口 鳅 Crossostoma lacustre NC_001727 
Gastromyzoninae 。” 拟 腹 吸 鳅 Pseudogastromyzon fasciatus 福建 光泽 Guangze, Fujian GQ281580 
平 鳍 鳅 亚 科 西昌 华 吸 鳅 Sinogastromyzon sichangensis 贵州 金沙 Jinsha, Guizhou GQ281581 
一 由 一 到 
刮 汇 全 和 和 a 
tre 犁 头 鳅 Lepturichthys fimbriata 重庆 木 洞 Mudong, Chongqing GQ281582 
Homaloptera leonardi NC 008673 
Vaillantellidae Vaillantella maassi NC 008680” 
外 类 和 群 鲤鱼 Cyprimas carpio NC 001606” 
鲤 科 Cyprinidae 
Outgroup 斑马 鱼 Danio rerio ACO024175” 


“表示 从 GenBank 下 载 的 序列 (The sequences were downloaded from GenBank )。 





















































224 动物 学 研究 31 卷 
LAredl L11427dA L12328d L13058d L13559d 
一 一 一 一 
R HSL E 

ND3 国 ND4L ND4 NDS ND6 | Cytb 
<— <— < 一 < 一 < 一 
HI11618d H12632dB H13393d H13721d H14710d 

ND4+5 

图 1 ND4、ND5 基因 位 置 图 解 及 5 对 引物 的 相对 位 

Fig.1 Schematic representation of the ND4/NDS gene region and relative positions of $ pairs of primers 

向 右 的 箭头 表示 正 向 引物 ， 向 左 的 箭头 表示 反 向 引物 ，ND4+5 为 本 研究 分 析 的 区 域 ， R、H、S、L、E 分 别 代表 编码 携带 精 氨 酸 、 组 氨 酸 、 





丝氨酸 、 亮 氨 酸 和 谷 氨 酸 的 让 NA 基因 。 


The right arrows represent forward primers and the left arrows represent reverse primers. ND4+5 region was used for the present analysis. R, H, S, 工 


and E represent tRNA-Arg gene, tRNA-His gene, tRNA-Ser gene, tRNA-Leu gene and tRNA-Glu gene, respectively. 
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图 2 转换 、 雁 换 的 绝对 数目 和 基于 GTR 模型 的 
本 研究 中 所 有 个 体 ND4+5 基因 序列 成 对 比 
较 所 得 的 遗传 距离 散 点 图 


Fig.2 Scatter plot for the absolute number of transit- 
ions and transversions versus GTR distance of 
ND4+5 gene in pairwise comparisons between the 


species in the present study 


DNA 序 列 的 排列 使 用 ClustalX 软 件 ， 并 进行 手 
工 调整 。 从 GenBank 下 载 鳅 超 科 鱼 类 和 外 类 群 鱼 类 
上 序 丈 


的 ND4 十 5 基因 序列 。 通 过 比 对 分 析 找 虽 | 的 起 






















































































jPAUP”4.0b10 (Swofford, 2002) 
软件 ，BI 法 采用 MrBayesV3.0 (Ronquist 信 
Huelsenbeck，2003) 软件 。MP 和 ML 法 各 分 支 的 置 
信 度 分 别 采用 1000 次 和 100 次 自 展 分 析 (bootstrap 
analysis ) 进行 重复 检验 。BI 法 以 后 验 概率 (posterior 
probability) 来 表示 各 分 支 的 可 信和 性 。 





中 MP 和 ML 法 采 





















































2 结 果 

2.1 ” 鳅 超 科 鱼 类 ND4 十 5 基因 序列 与 遗传 变异 分 
析 
比 对 分 析 的 结果 表明 ， 钱 超 科 鱼 类 ND4 基因 











全 长 1380~138 bp， 以 ATG 为 起 始 密码 子 ， 终 止 
密码 子 为 不 完全 终止 信号 ; ND5 基因 全 长 1821 一 
1 839 bp， 同 样 起 始 密码 子 为 AITG， 终 止 密码 子 为 
TAA 或 TAG; ND4 和 ND5 基因 之 间 插 入 了 3 个 
tRNA 基因 ， 分 别 编码 携带 组 氨 酸 、 丝 氨 酸 和 亮 氨 
办 的 阴 NA， 序 列 长 度 分 别 为 70、68 和 73 bp。 鳅 
超 科 鱼 类 ND4+5 基因 序列 全 长 3 387 一 3 443 bp， 

序列 中 A、T、G、C 的 平均 含量 分 别 为 30.4%、27.3%、 
14.2%、28.1%, A+T (57.7%) 的 含量 高 于 G+C (42.3%) 
的 含量 。 


基于 Kimura 双 参 数 模型 计算 遗传 距离 ， 以 确 
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始 密码 子 CAIG) 和 终止 密码 子 ， 删 除 起 始 密码 子 
码 子 后 的 碱 基 。 序 列 中 各 碱 基 的 含量 及 
变异 情况 用 Mega4.0 (Tamura et al，2007) 中 的 
Statistic 命 令 进 行 分 析 。 用 PAUP 软件 统计 出 序列 
转换 和 颠 换 的 绝对 数目 以 及 序列 的 变异 情况 《用 
GTR 模 型 下 的 遗传 距离 ，GTR distances )， 并 和 有 
Statistica 6.0 软件 中 进行 作 图 分 析 序 列 中 碱 基 蔡 代 
的 饱和 程度 。 分 子 系统 树 的 构建 采用 最 大 简约 法 
(MP)、 最 大 似 然 法 (ML) 和 贝 叶 斯 推断 法 (BIT)， 
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前 和 终止 密 
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定 类 群 间 的 遗传 分 化 程度 ， 结 果 显 示 类 群 间 的 遗传 
距离 值 为 0.203 一 0.255。 鳅 超 科 ND4 十 5 基因 序列 
转换 与 颠 换 之 比 (TYTv) 的 变异 范围 为 0.983 一 


开 汉 
9.579， 平 均值 为 1.586。 在 供 分 析 的 3 462 个 位 点 






































中 ， 共 有 1899 个 变异 位 点 ， 其 中 简约 信息 位 点 为 
1525 个 。 图 1 显示 所 有 个 体 ND4+5 基因 序列 的 转 

















换 自 换 均 未 达到 饱和 ， 说 明 序 列 中 的 将 代 均 具有 
系统 发 育 意义 ， 可 用 于 数据 分 析 。 在 所 有 的 变异 水 


FE 上， 转换 数 明显 大 于 颠 换 数 。 














可 
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刘 思 情 等 : 


2.2 ”分子 系统 树 

基于 目前 的 数据 ， 我 们 分 析 了 鳅 超 科 鱼 类 5 个 
不 同 的 类 群 : 条 鳅 亚 科 ， 花 鳅 亚 科 ， 沙 鳅 亚 科 ， 平 
鱼 鳅 科 和 Vaillantellidae 的 系统 发 育 关 系 。 其 中 
Vaillantellidae 只 包含 一 个 属 Vaillantella， 该 属 只 分 
布 于 印尼 及 马来西亚 一 带 (fishbase 2009 年 2 月 更 
新 ; 网 址 http:/www.fishbase.org/search.php )。 使 用 
最 大 简约 法 (MP)、 最 大 似 然 法 (ML ) 和 贝 叶 斯 
推断 法 (BI) 构建 分 子 系统 树 。3 种 方法 构建 的 分 
子 系统 发 育 树 的 拓扑 结构 基本 一 致 〈 图 3 一 5 ) 。 

以 斑马 鱼 (Danio 7erio) 和 鲤 包 〈Cyprinas 
ca1pio) 作 为 外 类 群 ,3 种 构 树 方法 的 结果 一 致 显示 ， 
鳅 超 科 的 系统 发 育 关系 为 : (Vaillantellidae+ 〈 沙 鳅 
亚 科 +〔 花 鳅 亚 科 + (条 鳅 亚 科 + 平 鳍 鳅 科 )， 条 鳅 亚 
科 、 平 鳍 鳅 科 、 花 鳅 亚 科 、 沙 鳅 亚 科 和 Vaillantellidae 
这 5 个 类 群 都 各 自 独 立 形成 单 系 ， 且 都 得 到 较 高 的 
支持 率 ( 均 超过 90; 图 3~5);，Waillantella 处 于 所 
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率 较 高 (MP 树 中 为 78，ML 树 中 为 76，BI 树 中 为 
100)。 条 鳅 亚 科 和 平 鳍 鳅 科 聚 在 一 起 构成 一 个 分 文 
(Clineage)， 支 持 率 均 在 50 以 上 : MP 树 中 为 目 展 
支持 率 (bootstrap value, BP) 为 50， ML 树 中 BP 
为 68，BI 树 中 后 验 概率 (posterior probability，PP ) 
为 94。 该 分 文 与 花 鳅 亚 科 构成 姐妹 群 ， 然 后 再 与 沙 
鳅 亚 科 一 起 构成 一 个 大 的 分 文 群 。 至 于 每 个 类 群 内 
部 物种 间 的 系统 发 育 关 系 ，MP 树 (图 3)、ML 树 
(图 4) 和 BI 树 (图 5) 的 拓扑 结构 几乎 一 致 ， 只 
在 部 分 类 群 〈 花 鳅 亚 科 中 花 鳅 属 的 三 个 物种 及 条 印 
亚 科 中 的 4 个 物种 ) 的 分 文 顺序 上 存在 差异 。 
平 鳍 鳅 科 明 显 分 为 两 个 文系 : 平 鳍 鳅 亚 科 
(Balitorinae ) 和 腹 吸 鳅 亚 科 (Gastromyzoninae)， 它 
们 分 别 构成 单 系 群 。 腹 吸 鳅 亚 科 构成 单 系 的 支持 率 
在 3 种 构 树 方法 中 都 为 100%， 平 鳍 鳅 亚 科 的 支持 
率 分 别 为 82% (MP 树 )、68% (ML 树 ) 和 98% (BI 
树 )。 条 鳅 亚 科 中 ， 两 个 南 鳅 属 (Schistura) 的 物种 











































































































有 鳅 类 的 基部 位 置 ， 成 为 一 个 独立 的 分 支 ， 其 支持 “没有 聚 在 一 起 。 在 MP 树 中 ， 横 纹 南 钱 
25 Schistura fasciolata 
44 Oreonectes platycephalus 
o2 39 Lefia echigonia 条 鳅 亚 科 
— Dibadi tont Nemacheilinae 
Schistura balteata 
30 100 Sinogastromyzon sichangensis 
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99 C. sinensis 1 
Cs.2 花 鳅 亚 科 
而 91 Misgurnus anguillicaudatus Cobitinae 
78 M. nikolskyi 
53 Acantopsis choirorhynchos 
Pangio anguillaris 
100 Chromobotia macracantha 1 
100 81 Cm.2 
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Danio rerio 
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图 3 基于 ND4+5 基因 序列 构建 的 鳅 超 科 鱼 类 的 MP 树 


























Fig.3 MP tree of Cobitoidea based on the ND4+5 gene sequences 











节点 处 的 数值 表示 





展 支 持 率 (Values on the nodes present the bootstrap value )。 
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序列 构建 的 鳅 超 科 鱼 类 的 ML 树 
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条 鳅 亚 科 


Nemacheilinae 


平 鳅 鳅 科 


Balitoridae 


花 鳅 亚 科 


Cobitinae 


沙 钱 亚 科 


Botiinae 


Vaillantellidae 


Fig.4 ML tree of Cobitoidea based on the ND4+5 gene sequences 














节点 处 的 数 








上 且 衣 不 





(Schisturafasciolata ) 与 平头 平 鳅 ( Oreonectes 
platycephalus) 聚 在 一 起 。 而 在 MP 树 和 BI 树 中 ， 
横 纹 南 鳅 (Schistura fasciolata) 与 Barbatula toni 
聚 在 一 起 。 花 鳅 亚 科 中 ， 论 鳅 属 (Cobitis〉 和 泥鳅 
属 (Misgurnus) 的 物种 都 能 分 别 构成 单 系 ， 且 文 持 








率 很 高 (图 3 一 5)。 比 较 不 同 构 树 





























方法 的 结果 发 现 ， 








ML 树 和 BI 树 中 花 鳅 属 各 物种 的 聚 类 顺序 跟 MP 树 


中 的 有 所 不 同 。 沙 鳅 亚 科 在 本 大 
属 : 沙 鳅 属 (Botia) 和 注 鳅 属 (Leptobotia) ( 
1980; Nelson，1994; Tang etal，2008)， 这 
在 3 种 树 中 各 自 构 成 单 系 ， 均 得 到 较 高 的 支持 : 








3 讨 论 























究 中 只 包括 两 个 
Chen， 


两 个 属 














(Li & Shao, 2006)。 因 





展 支 持 率 (Values on the nodes present the bootstrap value )。 


此 ， 选 取 mtDNA 上 的 不 同 





基 





因 或 片段 序列 ， 可 以 进行 不 同 分 类 水 平 上 的 进化 


研究 。 对 于 亲缘 关系 较 近 的 物种 ， 一 般 选取 选择 压 
力 小 、 进 化 较 快 的 基因 序列 ， 对 于 亲缘 关系 较 远 的 




















物种 ， 则 选取 选择 压力 大 、 比 较 保 守 的 基因 





NADH 作为 线粒体 
它 的 基因 
但 从 本 研究 























的 结果 来 看 














序列 。 


能 保 白 ， 





呼吸 链 上 的 一 种 功 


序列 一 般 很 少 被 用 来 研究 系统 发 育 关系 。 
， 适 合 解 决 科 级 水 平 的 系统 








发 育 关 系 ， 























要 
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3.1 ND4 和 NDS 基因 的 特点 及 在 系统 发 育 分 析 中 


的 应 用 














mtDNA 不 同 区 段 











因 序 列 的 进化 速度 不 一 样 





子 标记 。 


因而 在 进行 同一 个 
育 分 析 时 ，ND4 和 ND5 基因 也 不 乏 为 一 个 好 的 分 





目 内 科 间 水 平 系统 发 























另外 ， 在 重建 高 阶 元 的 系统 发 育 关 系 时 ， 序 列 











长 度 是 





个 非常 需要 考虑 的 问题 。 约 3 kb 长 的 序列 


被 认为 是 一 个 较为 理想 的 长 度 (Miya et al，2006 )。 








ND4+5 基因 











全 长 3387 一 3443 bp， 与 cyt b 基因 








(1 





140 bp) 相 比 ， 包 含 更 多 的 系统 发 育 信息 ， 将 该 


刘 思 情 等 : 
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图 5 基于 ND4+5 基 











忆 序 列 构 建 的 鳅 超 科 鱼 类 的 贝 叶 斯 树 























Fig. 3 Bayesian tree of Cobitoidea based on the ND4+5 gene sequences 
节点 处 的 数值 表示 后 验 概率 〈Values on the nodes present the posterior probabilities ) 。 


标记 用 于 分 子 系统 发 育 分 析 ， 可 能 会 得 到 更 为 准确 基因 序列 联合 起 来 ， 对 鳅 超 科 鱼 类 的 系统 发 育 关系 
的 系统 发 育 关系 。 进行 分 析 ， 得 到 的 系统 发 育 关系 与 线粒体 基因 组 、 
就 ND4 和 ND5 基 核 基因 及 形态 学 研究 的 结果 较为 一 致 , 表明 ND4+5 














































































































因 





而 言 ， 这 两 个 基因 单独 用 























































































































































































































































































































于 系统 发 育 关系 的 研究 已 有 报道 。Zhang et al ”基因 序列 应 用 于 科 之 间 系 统 发 育 关 系 的 重建 是 可 
(1999) 分 析 12 种 的 登 形 目 鱼 类 的 ND4 基因 的 序 。” 行 的。 至 于 该 片段 能 否 用 于 属 间或 种 间 系 统 发 育 关 
列 变异 ， 推 测 了 部 分 登 鱼 的 亲缘 关系 。 Mou et al  ” 系 分 析 还 有 待 进一步 研究 。ND4+5 基因 易于 扩 增 ， 
(2005) 以 ND4L 和 ND4 基因 为 标记 研究 了 黑 腹 ”通过 $ 对 引物 联合 扩 增 测序 可 获得 其 全 序列 .因此 ， 
果 蝇 的 系统 发 育 关 系 。Zhang et al (2006) 对 ND5 ”对 一 些 保存 不 太 好 的 样本 ， 无 法 扩 增 其 核 内 基因 ， 
基因 进行 克隆 和 序列 分 析 ， 进 一 步 确定 了 大 黄鱼 的 ND4+5 基因 可 以 作为 一 个 很 好 的 备 选 分 子 标记 。 
分 类 地 位 。Makita et al (2000) 将 ND5 应 用 于 虎 凤 ”3.2 鳅 超 科 鱼 类 的 系统 发 育 关系 
蝶 属 (Zuejaorfiag) 的 种 间 研 究 ， 结 果 显 示 ， 虎 凤 蝶 属 鳅 超 科 中 关于 鳅 科 和 平 鳍 鳅 科 鱼 类 的 系统 发 
的 种 和 外 群 蝴蝶 种 间 ND5 基因 差异 较 大 ， 同 属 内 育 关 系 问 题 ， 一 致 存在 争议 。Sawada (1982) 和 
不 同 物 种 间 ND5 基因 的 差异 相对 要 小 。 Siebert (1987) 基于 外 部 形态 和 骨骼 特征 的 分 析 结 
本 研究 将 ND4 和 ND5 基因 及 两 基因 间 的 tRNA ” 果 认 为 , 鳅 科 只 含 两 个 亚 科 : 花 鳅 亚 科 和 沙 鳅 亚 科 ， 
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他 们 认为 条 鳅 亚 科 与 平 鳍 鳅 科 的 成 员 有 较 近 的 亲 
缘 关 系 ， 条 鳅 亚 科 应 归 为 平 铺 鳅 科 。Nalbant 和 
Bianco (1998) 认为 Sawada (1982) 研究 中 所 用 的 
上 骨骼 性 状 ， 在 条 鳅 亚 科 和 平 鳍 鳅 科 中 较为 相似 是 因 
为 两 者 趋同 进化 形成 的 。 因 此 ，Nalbant 和 Bianco 
(1998) 将 条 鳅 亚 科 作为 一 个 独立 的 科 对 待 。 后 来 
分 子 水 平 上 的 研究 也 认为 条 鳅 亚 科 和 平 鳍 鳅 科 均 
存在 较 大 的 差异 ， 也 支持 将 条 鳅 亚 科 独立 为 一 个 
科 ; Sawada (1982) 的 鳅 科 《〈 包 括 花 鳅 亚 科 和 沙 鳅 
亚 科 ) 并 不 构成 单 系 。 基 于 这 两 点 ， 花 鳅 亚 科 和 沙 
鳅 亚 科 被 认为 应 提升 到 科 的 水 平 (Nablbant & 
Bianco, 1998; Tang et al, 2006; Slechtov et al， 
2007)。 在 系统 发 育 关 系 上 ，Tang et al (2006) 基于 
线粒体 cyt 5b 和 Dloop 基因 的 分 析 结 果 认 为 ， 条 鳅 
类 和 人 花 鳅 类 构成 姐妹 群 ， 再 和 平 鳍 鳅 类 聚 在 一 起 ， 
沙 鳅 类 位 于 更 基部 的 位 置 ， 而 核 基因 (Slechtova et 
al，2007) 及 线粒体 全 基因 组 (Saitoh et al，2006) 
的 结果 却 显示 ， 条 鳅 类 和 平 鳍 鳅 类 首先 聚 在 一 起 ， 
再 和 花 鳅 类 构成 姐妹 群 ， 沙 鳅 类 位 于 更 基部 的 位 
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本 研究 以 线粒体 ND4+5 基因 作为 分 子 标记 所 
得 出 的 结果 与 核 基 因 (Slechtov& et al，2007) 及 线 
粒 体 全 基因 组 (Saitoh et al，2006) 作为 分 子 标记 
所 得 出 的 结果 一 致 ， 即 条 鳅 类 和 平 鳍 鳅 类 构成 姐妹 
群 ， 再 和 花 鳅 类 聚 在 一 起 ， 它 们 构成 的 大 分 支 再 和 
沙 鳅 类 聚 在 一 起 ，Vaillantellidae 处 于 所 有 人 鳅 类 的 基 
部 位 置 。 本 研究 的 结果 与 基于 线粒体 cyt b 和 Dloop 
基因 所 得 出 的 条 鳅 类 和 花 鳅 类 亲缘 关系 更 近 的 结 
论 不 一 致 ， 这 种 差异 可 能 是 由 于 所 使 用 的 基因 的 长 
度 差异 造成 的 ， 长 度 越 长 ， 信 息 量 越 大 ， 所 反映 的 
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系统 发 育 关 系 可 能 更 加 接近 真实 情况 。 
本 研究 中 ，Vaillantella 处 于 所 有 鳅 类 的 基部 位 
， 成 为 一 个 独立 的 分 支 ， 其 支持 率 较 高 (MP 树 
中 为 78，ML 树 中 为 76，BI 树 中 为 100)。 曾 有 研 
究 对 Vaillantella 的 系统 发 育 位 置 持 不 同 的 观点 。 
Sawada (1982) 和 Siebert (1987) 基于 形态 数据 分 
析 研 究 认 为 ，Vaillantella 被 分 别 归 为 两 个 不 同 科 的 
物种 。 有 人 提出 将 这 个 属 划 分 到 一 个 独立 的 科 
Vaillantellidae( Nalbant & Binirescu, 1977; Slechtovéa 
et al，2007)。 我 们 的 研究 支持 将 其 独立 为 一 个 科 。 
本 研究 中 分 子 系统 树 显 示 : 条 鳅 亚 科 中 两 个 南 
(Schistura) 的 物种 没有 聚 类 在 一 起 。 在 MP 
树 中 ， 横 纹 南 鳅 (Schistura fasciolata) 与 平 鳅 属 
( Oreonectes ) 的 平头 平 鳅 ( Oreonectes 
platycephalus) 聚 在 一 起 。 而 在 MP 树 和 BI 树 中 
横 纹 南 鳅 ( Schistura fasciolata ) 与 须 鳅 属 
(Barbatula) 的 Barbatula toni 聚 在 一 起 .由 此 推断 ， 
南 鳅 属 可 能 不 是 一 个 单 系 ， 这 与 Binirescu 和 
Nalbant (1995) 及 Tang et al (2006) 的 研究 结果 是 
一 致 的 ， 其 对 应 的 系统 学 问题 需要 进行 进一步 的 研 
SE 











































































































鳅 





Beal 





i 
UU 




















































































































总 之 ，ND4+5 基因 作为 一 个 优秀 的 分 子 标记 ， 
具有 3 400 bp 左右 的 序列 长 度 ,， 包含 较 多 的 系统 发 
育 信 息 。 该 基因 序列 不 仅 容易 进行 扩 增 、 测 序 ， 而 
且 能 构建 出 可 信 度 较 高 的 系统 发 育 树 。 本 研究 的 结 
果 进 一 步 澄 清 了 鳅 超 科 鱼 类 之 间 系 统 发 育 关 系 的 
疑问 ， 从 分 子 水 平 上 支持 条 鳅 亚 科 与 平 鳍 鳅 科 具 有 
更 近 的 杀 缘 关系 ， 从 而 表明 该 基因 应 用 于 科 之 间 系 
统 发 育 关系 的 重建 是 可 行 并 可 信和 的 。 
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1. 本 刊 第 31 卷 第 1 期 杜 廷 义 题 为 “三 叶 基 
壮 : 
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(1 ) : 表达 增高 ，( 4 ) : 表达 减少 ; GERD : 胃 -- 食 
钠 ; DNBS: 二 硝 基 茶 磺 酸 (3 引 自 Kjellev，2009) 


Note: (1): increased expression; 
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子 : 从 实验 室 研究 到 临床 医学 ”第 20 页 表 1 下 方 应 增加 如 下 表 
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后 疾 病 : IBD: 炎 性 肠 病 ; DSS: 葡 聚 糖 硫 


酸 





(4): decreased expression; GERD: gastro-esophageal 


reflux disease; IBD: inflammatory bowel disease; DSS: dextrane sulphate sodium; DNBS: 


dinitrobenzenesulphonic acid (cited from Kjellev, 2009) 





本 刊 对 上 述 差 错 特此 更 正 ! 其 差错 原因 
文 作者 和 读者 表示 歉意 
2. 第 24 卷 第 4 期 267 
造成 数据 出 错 ， 特 此 更 
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表 1 第 3 列 第 3 行 辟 
E， 作 者 讶 向 读者 致 火 。 
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在 于 排版 过 程 中 
! 在 更 正 发 布 以 前 ， 我 们 已 修改 了 
展 原 为 “34. 8 土 1. 3” 应 为 “36. 6 土 1.2”， 
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排 , 校对 过 程 中 又 没有 及 时 发 现 , 特 向 本 
/网 络 版 。 特 此 说 明 ! 
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